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摘  要 
I 
摘  要 
目的：观察 Twist2 在乳腺癌组织中的表达及其与乳腺癌各临床病理因素的相关
性，并分析 Twist2 和 E-cadherin 表达的关系，以此探讨 Twist2 在乳腺癌侵袭转
移中的作用。 
方法：采用免疫组织化学方法(二步法)检测乳腺癌组织芯片（6 例纤维腺瘤、13
例乳腺腺病、16 例乳腺炎和 141 乳腺癌）和常规石蜡切片中 Twist2 的表达情况，
分析 Twist2 在乳腺癌中的表达与患者年龄、临床分期、肿瘤分型和远处淋巴结
转移的关系。进而检测了 Twist2 表达与 ER、PR、ErbB2 的关系，并且分析 Twist2
与 E-cadherin 的表达情况，分别依次分析肿瘤原位癌巢、侵袭部位和转移至淋巴
组织的癌巢中两者的表达关系。为明确 Twist2 在 EMT 中的作用，选取了高度表
达 E-cadherin 的人乳腺癌细胞株 MCF7，利用基因转染技术，构建 Twist2 高表达
的人乳腺癌细胞株 Twist2/MCF7，采用免疫荧光技术检测 MCF7、Vector/MCF7
和 Twist2/MCF7 中 Twist2 和 E-cadherin 的表达情况。 
结果： Twist2 在正常乳腺组织、纤维腺瘤、乳腺腺病、乳腺炎和乳腺癌的表达
有显著性差异，在正常乳腺组织中无表达，在乳腺癌中显著高表达，且主要表达
在细胞质，Twist2 表达与乳腺癌的 TNM 临床分期和远处淋巴结转移有明显相关
性，其高表达伴随着 TNM 临床分期级别的增高及远处淋巴结转移的增加。在乳
腺导管癌中，在原位癌巢和转移至淋巴中的癌组织中，Twist2 在细胞质中表达，
伴随 E-cadherin 的膜表达；而在癌侵袭部位，Twist2 在细胞核表达，同时伴随
E-cadherin 表达缺失。当 Twist2 稳定转染至乳腺癌细胞 MCF7 时，主要在细胞浆
表达，而当 Twist2 一过性地表达在细胞株 Twist2/MCF7 的细胞核中，同时
E-cadherin 的表达缺失，提示 Twist2 的细胞质表达与 E-cadherin 无关，Twist2 核


















摘  要 
II 
转化，E-cadherin 的表达也缺失，如此有助于细胞的浸润和转移。本研究结果表
明 Twist2 的异质性表达对乳腺癌的分期和预后有指导意义，证实了 Twist2 核表



















Objective：To investigate the expression and clinical significance of transcription 
factor Twist2 in human breast carcinoma with clinicopathological factors. And 
detecting the expression of Twist and E-cadherin in breast cancer to explore their 
relationship and the role of Twist2 in invasion and metastasis of breast cancer.  
Method：Immunohistochemistry was used to detect the expression of the Twist2 
protein in histologic sections of human normal breast tissue,breast carcinoma and 1 
cases of microarray tissue(including 6 cases of fibroadenoma,13 cases of 
mammaryadenosis,16 cases of mastitis and 141 cases of malignant tumor). Twist2 
expressions were analyzed together with its relation to ages,histologic type, TNM 
clinical stage, distant lymph node metastasis.Further more, the relationship between 
Twist2,ER,PR and ErbB2 was detected.And then study the correlation of Twist2 and 
E-cadherin in tumor center, lymph metastases and the the invasive front in 20 cases of 
ductal breast carcinomas with positive expression of Twist.In order to define the role 
of Twist2 in EMT,the Twist2 gene was stably transfected into MCF7, an 
E-cadherin-high-expression breast cancer cell line, to establish Twist2-expression cell 
strain Twist2/MCF7. Immunofluorescence assay were used to detect Twist2 and 
E-cadherin expression in MCF7, Vector/MCF7 and Twist2/MCF7.  
Results：A statistically significant difference of Twist2 expression was observed 
among normal breast tissues, fibroadenoma, mammaryadenosis, mastitis and 
malignant tumor. And the Twist2 protein could be seen predominantly in cytoplasm of 
cancer cells.In additon, the high levels of Twist2 were correlated with TNM clinical 
stage and distant lymph node metastasis.Cytoplasmic Twist2 positive cancer cells 
expressing E-cadherin on the cellular membrane were mainly located at tumor center 
of primary carcinomas and lymph metastases, while cancer cells with nuclear Twist2 
clearly showed loss of E-cadherin and were detected at the invasive front in ductal 















E-cadherin in Twist2/MCF7 was normal with Twist2 located in cytoplasm. However, 
E-cadherin was abrogated or markedly reduced in Twist2/MCF7 with Twist2 localized 
into the nucleus transiently. This study suggested that the nuclear expression of Twist2 
was negative releated with the expression of E-cacherin.  
Conclusion：The expression level of Twist2 protein in breast cancer tissue were 
significantly raised and the high levels of Twist2 were correlated with clinical stage 
and distant lymph node metastasis, suggested Twist2 gene might be involved in the 
initiation and progression of breast carcinoma. The differential cellular distribution of 
Twist2 may be associated with tumor progression.The cytoplasmic Twist2 in cancer 
cells at tumor center of primary carcinomas and lymph metastases contributes to the 
maintenance of epithelial cancer characteristics expressing E-cadherin in a 
noninvasive state, while the nuclear Twist2 in the cancer invasion front activates EMT 
to deprive epithelial property of neoplastic cells, thus facilitates invasion and 
metastasis. These findings suggest that heterogeneous expression of Twist2 has 
important meaning for the breast carcinoma clinical stage and prognosis, prove that 
the nuclear Twist2 promote EMT and offer the evidence for EMT releated gene 
transiently activate EMT in vivo.  
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第一章 前 言 
1 
第一章 前 言 
乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,从 20 世纪 70 年代起，原为乳腺癌低
发区的亚洲国家发病率逐年升高 , 在我国特别是北京、上海等发达城区已成为
危害妇女健康的主要恶性肿瘤。上海市乳腺癌发病率 1972 年为 20/10 万,1997
年达 46/10 万，位居女性恶性肿瘤发病率第 1 位。乳腺癌患者死亡的最根本原
因不是原位瘤的生长而是由于肿瘤的转移，因此，乳腺癌转移机制的研究具有重
要意义。 
1.1 Twist1 和 Twist2 的结构和功能 
1.1.1 Twist1 和 Twist2 的基本结构 
基本的螺旋环螺旋(bHLH)家族包含一系列的转录因子，它们在不同的组织
中发挥不同的作用。这些转录因子复杂的调节作用使其在胚胎发育的早期阶段可
以微调节细胞的命运。DNA 结合 bHLH 转录因子的最主要特征是双重 DNA 结
合区域的形成，两个转录因子通过 HLH 基序形成同源或异质二聚体，使得氨基
酸的基本延伸能接触到 DNA。这个 DNA 结合区域能够识别富含保守序列
5’-NCANNTGN-3’(称为 E-box)的调控元件。E-boxes 在很多家族的特定基因的调
节区域被发现，而这些调节区域参与了转录因子家族调控的大量信号通路[1, 2]。
bHLH 转录家族被划分为三个等级：最普遍的等级 A bHLH 转录因子，含有转录
因子 E2-2, HEB 和 E2A 的两个亚型（也称为 E 蛋白）；受组织限制的等级 B bHLH 
转录因子；抑制 HLH 的蛋白，由 Id 蛋白组成，Id 蛋白缺失与 DNA 接触的基本
区域。Twist 家族蛋白属于等级 B bHLH 转录因子的亚族。Twist 家族蛋白包括
Paraxis[1],Scleraxis[1] , Hand1[2], Hand2[3], Twist1 and Twist2。在这个转录因子家族
中，Twist1 和 Twist2 表现出高度的序列相似性，这提示他们的作用可能是冗余
的。而这两种蛋白在激活和抑制基因的转录方面却呈现了各不相同的作用，这使
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1.1.1.1 Twist1 的基本结构 
第一个被阐述的 Twist 蛋白是 Drosophila Twist (DTwist)，它是胚胎发育过程
中舌腹发育所必需的合子基因[6]。同样的，它也是原肠胚和中胚层发育的关键调
节子，只是在两个发展阶段中 Dtwist 的表达模式有差异。Dtwist 与果蝇 NF-kB
同系物 Dorsal 一起界定腹背轴，协同 Snail 促进原肠胚的形成，因此 Dtwist 最初
被认为是一个启动子。目前已知，Dtwist 与果蝇的 E-protein Daughterless 可形成
同源和异源二聚体，使得它既可以是转录的激活子也可以是抑制子[7, 8]。虽然在
果蝇中，Dtwist 有促进细胞分化的作用,但 Twist1 和 Twist2 在哺乳类动物的经典
作用是抑制间质细胞系的分化，尤其是在肌肉和骨骼中。哺乳类的 Twist1 首先
在小鼠中被识别出来，是由于它与 Dtwist 有高度的相似性，包括 48%的氨基酸
序列的一致。由于 Twist1 抑制肌细胞和骨骼的形成，因此它被认为是基因转录
受体的抑制剂[9-11]。Twist1 的突变导致了 SaethreChotzen 综合征的发生（SCS; 




经嵴细胞迁移的作用[16]。Twist1-null 的杂合小鼠，同样有类似 SaethreChotzen 综
合征的表现[17],由此提供了一个研究 SCS 的动物模型。 
1.1.1.2 Twist2 的基本结构 
Twist2 是第一个从双杂交酵母中用 E12 作为诱饵来扫描而被识别出来的，因
为它的表达在小鼠的真皮层（dermis）中而被命名为 Dermo1[18]。后来 Dermo1
被重新更名为 Twist2，这是基于它与 Twist1 高度同源，并交叉的表达模式。当
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饰基因存在于不同的遗传背景里[19]。最新研究显示无意义的(c.324C> T and 
c.486C>T)在 Twist2 的突变纯合子 (c.324C> T and c.486C>T)导致了 Setleis 
Syndrome (MIM 227260)的发生[21]。Setleis Syndrome 是一种遗传性的发展性失
常，属为真皮发育不良，Focal Facial Dermal Dysplasia type III (FFDD III)，以两
侧颞额的一些病理表现为特征，包括眼睑睫毛缺失或上眼睑出现多排睫毛，睑板
腺缺乏，八字眉和下巴分裂[21]。这些基因突变是在 Twist2 蛋白的谷氨酸 65 和 119
处截断，导致了 C-端区域的突变（图 1.1）。Twist2 敲出小鼠在 129/C57 杂交的
情形下得以存活，研究显示此种小鼠的面部表现与 Setleis syndrome 患者的表现
很相似，如此为 FFDD III 的研究建立了小鼠模型[21]。虽然人的 Twist1 和 Twist2
以高度一致的基因序列编码 bHLH 转录因子，但对 Twist2 隐性突变导致 FFDD
和显性 Twist1 突变导致 Saethre–Chotzen 颅缝早闭的研究提示，这两个基因在在
皮肤和骨骼发育中呈现不冗余的作用，并且也强调了分别研究 Twist1 和 Twist2
的重要性[21]。Twist2 与 Twist1 存在 66%的一致性，尤其在基本的 HLH 蛋白区域
一致性高达 98%（图 1.1）。两个蛋白的主要区别在 N 端，此段 Twist1 有两个甘
氨酸丰富的区域，而 Twist2 没有，这使得含有 202 个氨基酸的 Twist1 比含有 160
个氨基酸的 Twist2 更为庞大。Twist1 中的甘氨酸基序主要用于和 Twist2 接触范
围外的蛋白相互作用，从而使在两个蛋白的功能有所不同(图 1.1)。C 端末尾的
20 个氨基酸包含了一个抑制区域，被命名为‘Twist box’ ,它在 Twist1 和 Twist2 中
是一致的，但在其他的 Twist 家族亚型中未被发现[22]。Twist box 以超激活区域
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图 1.1 Twist1 和 Twist2 之间的氨基酸序列对比  

















上通过影响 E-boxes 启动子，来抑制 E-上皮钙黏素（E-cadherin）的表达，从
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